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RiassunTO:

La sicurezza, la qualita e l'autenticita rappresentano aspetti diversi nella valutazione di un
alimento di origine animale. La sicurezza di un alimento non necessariamente implica qualita,
cosi come I'autenticitd non sempre & garanzia di qualita o di salubrita di un prodotto. La
necessita di autenticare analiticamente un prodotto alimentare nasce molti anni or sono per
limitare le frodi, le sofisticazioni e le contraffazioni. Con I'apertura dei mercati internazionali
- globalizzazione - tale esigenza si ¢ ulteriormente ampliata, coinvolgendo fattori relativi agli
ingredienti o componenti degli alimenti, ma & anche diventata prioritaria per valorizzare gli
alimenti, legarli al territorio di produzione e difenderli dalla crescente invasione di prodotti
massificati ed indistinguibili. Il primo problema da affrontare riguarda I'identificazione della
specie d’origine, soprattutto in presenza di un prodotto lavorato o trasformato. Gli esempi
sono molteplici: dalla carne in scatola al tonno sott’olio, alle mozzarelle e formaggi prodotti
con latte di specie diverse, ai prodotti semilavorati che hanno perso la loro peculiare identita
morfologica (es. filetti di pesce). Accanto all’identificazione di specie, i metodi di lavorazione,
i legami con il territorio e 'origine geografica rappresentano altri importanti aspetti in grado
di produrre informazioni preziose nella valutazione dell’autenticita delle produzioni animali.

SUMMARY: Quality and authenticity of food of animal origin.

Food safety, quality and authenticity are different aspects when evaluating food of animal
origin. Consequently, different questions concerning this evaluation have arisen, and different
answers need to be given. Actually, food safety does not guarantee food quality, and also
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food authenticity does not assure quality and hygienic properties of animal products. For
many years food authentication by means of objective analytical procedures became a
priority, especially in those sectors where fraudulent procedures together with adulteration
and faking are quite spread. Because of the opening of international trade (globalization) the
value of this authentication increased, involving both food ingredients and composition. It
became a priority approach, aiming to enhance and defend the quality of products, that are
characterized by a strong link with the area of production, compared to standardized and
undistinguishable food. Different and related approaches must be considered to guarantee
consumers at each level. The first question concerns the identification of species, mainly
of manufactured and derived products. Several examples might be described: cured meat,
canned tuna, mozzarella and typical cheeses, that are produced by specific milk, and moreover
manufactured derivatives that lost their morphological identity (i.e. fish fillets). Together with
species identification, production methodology and geographical origin are important aspects
aiming to evaluate authenticity of food with animal origin.

RESUME: Qualité et authenticité des aliments d'origine animale

La sécurité alimentaire, la qualité et I'authenticité représentent différents aspects dans
I’évaluation d’un aliment d’origine animale et ont suscité diverses problématiques auxquel-
les il a fallu fournir différentes réponses. En effet, la sécurité d’un aliment ne signifie pas
nécessairement qualité, de méme que I'authenticité n’est pas toujours une marque de qualité
ou la garantie d’hygi¢ne d’un produit. Voici bien des années que s’est manifesté le besoin
d’authentifier de fagon analytique un produit alimentaire, surtout dans les secteurs viticole
et des huiles, afin de résoudre les problémes de fraude, de sophistication et de contrefagon.
Avec 'ouverture des marchés internationaux —la globalisation- cette exigence est devenue
plus pressante puisque sont également impliqués d’autres facteurs liés aux ingrédients ou
aux composants des aliments, mais elle est devenue prioritaire pour valoriser les aliments,
rattachés au terroir de production, et les défendre face a la croissante invasion de produits
massifiés et indéfinis. Il faut donc considérer de multiples aspects liés entre eux, qui four-
nissent a différents niveaux une garantie pour le consommateur. Le premier probléme

qu’il faut affronter concerne I'identification de I'espéce d’origine d’autant plus lorsqu’on

se trouve confronté a un produit travaillé ou transformé. Les multiples exemples vont de la
viande en boite au thon a I’huile, aux «mozzarelle» et aux fromages produits avec du lait de
différents espéces, aux produits semi finis qui ont perdu leur spécificité morphologique (par
exemple les filets de poissons). L’identification des espéces, les méthodes de production, les
liens avec le terroir et I'origine géographique sont des aspects importants capables de nous
fournir des informations précieuses pour I’évaluation de I'authenticité dans la production
animale.

1-INTRODUZIONE

L’adozione in Europa di severe misure precauzionali rivolte al control-
lo dei mercati internazionali, alla definizione di procedure di tracciabilita e
rintracciabilita lungo tutta la filiera alimentare, di disciplinari per la tutela di
prodotti che abbiano acquisito denominazioni di origine, palesa la volonta di
tutelare il consumatore non solo in termini di sicurezza alimentare, ma anche
di qualita dei prodotti, valutata nei suoi diversi aspetti. Peraltro, la sicurezza
alimentare, la qualita e 'autenticita dei prodotti rappresentano aspetti diversi
nella valutazione di un alimento di origine animale, che quindi hanno suscitato
problematiche diverse, a cui ¢ stato necessario fornire risposte diverse. Infatti,
la sicurezza di un alimento non necessariamente significa qualita, cosi come
I’autenticita non sempre & garanzia di qualita o garanzia igienico-sanitaria di
un prodotto.
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T criteri di tracciabilita stabiliti per i diversi prodotti alimentari, di origi-
ne animale e non, si basano essenzialmente sull’archiviazione di una serie di
informazioni attraverso sistemi oggi perlopit elettronici e informatizzati, allo
scopo di seguire I'zter del prodotto lungo tutta la filiera, che comprende le
fasi fondamentali di produzione, trasformazione e distribuzione. Produrre la
tracciabilita di un alimento ha lo scopo fondamentale di garantire il percorso
a ritroso rispetto a quello che lo ha portato sulla tavola del consumatore, cioe
la sua rintracciabilita, ed & particolarmente utile in caso di allerte sanitarie. In
alcuni casi i sistemi di tracciabilita dei prodotti si sono rivelati deboli ed impre-
cisi, facendo emergere la necessita di fornire metodologie analitiche sempre
pil accurate per arrivare alla vera identita del prodotto. La rintracciabilita dei
prodotti a base di carne che utilizza tecniche del DNA, basandosi sulla varia-
bilita genetica del singolo individuo (genetic fingerprints), & un chiaro esempio
di come una metodologia analitica complessa sia diventata uno strumento non
solo in grado di garantire un oggettivo sistema di tracciabilita/rintracciabilita
nel settore delle carni bovine, ma anche di come abbia potuto avere un’appli-
cazione pratica valida e sempre pit diffusa.

La necessita di autenticare analiticamente un prodotto alimentare nasce
molti anni or sono, soprattutto nel settore dei vini e degli oli, inizialmente per
risolvere problemi relativi alle frodi (usare il nome di un vino famoso per un
prodotto di minor pregio), all'introduzione in un alimento di sostanze estranee
alla sua composizione (sofisticazioni) o alla sostituzione di una sua componen-
te con un’altra di minore valore (contraffazioni). Con I'apertura dei mercati
internazionali - globalizzazione - tale esigenza si ¢ ulteriormente ampliata ed
ha coinvolto anche fattori relativi non solo agli ingredienti o componenti degli
alimenti, ma anche e soprattutto fattori esterni, o estrinseci, primi tra tutti i
fattori relativi ai territori di produzione. Ha preso quindi corpo la necessita di
dare risposte non solo sulle caratteristiche intrinseche del prodotto, ma anche
sulla sua origine geografica. Valgano per tutti gli esempi dei pomodori cinesi, o
delle olive provenienti dalla Spagna, o dei crostacei provenienti dall’Ecuador,
dalla Tailandia e dall’Iran, e tutto cid indipendentemente da considerazioni
di tipo sanitario, indubbiamente da valutare, e per motivi semplicemente e
prettamente merceologici. Se pensiamo per esempio alle specie ittiche, vedia-
mo che gia le norme (Regolamento CE n. 2065/2001, recepito dal Decreto
del Ministero delle Politiche Agricole e Forestali del 27/03/2002) prevedono
di fornire accanto alla denominazione della specie, anche il luogo di cattura,
nonché la dichiarazione se si tratta di un pesce allevato o pescato.

Sono quindi da considerare molteplici fattori tra loro correlati, che for-
niscono garanzia al consumatore a livelli differenti. Il primo problema da
affrontare riguarda I'identificazione di specie, soprattutto quando ci si trova
di fronte ad un prodotto lavorato o trasformato. Gli esempi in questo senso
possono essere molteplici e vanno dalla carne in scatola, al tonno sott’olio,
alle mozzarelle e formaggi prodotti con latte di specie diverse, ai prodotti se-
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milavorati che hanno perso la loro peculiare identita morfologica (es. filetti
di pesce). Accanto all’identificazione di specie, I’origine geografica e i metodi
di produzione rappresentano altri importanti aspetti in grado di produrre in-
formazioni preziose nella valutazione dell’autenticita delle produzioni animali
(Moretti ez al., 2003).

2 - PIDENTIFICAZIONE DI SPECIE

I risvolti legati all’identificazione di specie hanno riguardato non solo que-
stioni etiche e religiose, come per esempio la rinuncia dei mussulmani a con-
sumare carne suina o di altre comunita quella di cavallo, ma anche questioni
legate alla salute del consumatore; si pensi per esempio a soggetti che possono
essere allergici a particolari proteine del latte di alcune specie. In situazioni
particolari, come quella dell’emergenza sanitaria a causa della BSE, I'identifi-
cazione di specie delle farine proteiche usate nell’alimentazione degli animali
allevati ¢ diventato poi un problema di salute pubblica.

Le questioni analitiche relative all’identificazione di specie hanno rivelato
non pochi problemi legati alla trasformazione e lavorazione dei prodotti che
causava non solo la perdita delle originarie caratteristiche fisiche del prodotto,
ma anche alla modificazione chimica e biochimica dei principali nutrienti.

I tradizionali metodi applicati per I'identificazione di specie si sono sempre
basati sulla caratterizzazione delle proteine specie-specifiche. Le metodologie
applicate per I'identificazione proteica sono state perlopiu tecniche elettrofo-
retiche, quali I'iso-elettro focalizzazione (IEF), Ielettroforesi capillare (CE)
(Janssen et al., 1990; Zerifi et al., 1991). Anche le tecniche immunologiche
(test immuno-enzimatici tipo ELISA, immunodiffusione in gel di agar) per il
riconoscimento delle proteine specie-specifiche hanno avuto, prima della dif-
fusione delle tecniche di biologia molecolare, diverse applicazioni (Rehbein,
1990; Martin et al., 1991; Cutrufelli ez al., 1993; Sotelo et al., 1993; Ansfield
et al., 2000). 1l drastico trattamento termico a cui vengono sottoposti alcuni
prodotti durante la loro preparazione, ha come conseguenza la denaturazione
della struttura delle proteine, della loro attivita biologica e delle proprieta chi-
miche. Per questi prodotti quindi risulta molto complessa I'applicazione delle
tecniche elettroforetiche o immunochimiche senza incorrere in problemi di
cross-reattivita o in un abbassamento significativo della sensibilita.

Attraverso tecniche di biologia molecolare e, in particolare, mediante la
PCR, ¢ stato possibile amplificare frammenti di DNA ritenuti informativi.
Queste tecniche consentono il riconoscimento e la rintracciabilita di: specie
vegetali (es. presenza di soia in prodotti dichiarati di carne), I'identificazione
e la quantificazione di organismi geneticamente modificati; specie animali, tra
cui le specie ittiche in matrici biologiche complesse; linee cellulari; specie bat-
teriche.

Tl principio su cui si basano tali tecniche consiste nel riconoscimento di
sequenze specie-specifiche presenti negli acidi nucleici (DNA mitocondriale,
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DNA satellite).

Il DNA satellite contiene sequenze nucleotidiche specie-specifiche non
codificanti, conservate e altamente ripetute, situate per lo pitt nella zona cen-
tromerica dei cromosomi, costituendo negli eucarioti il 5-20 % del genoma.
L’identificazione di tali sequenze pud avvenire sostanzialmente impiegando
due tecniche:

- 'amplificazione mediante PCR di queste regioni con I'impiego di primzers
specifici (Matsunaga et al., 1999; Lahiff ez al., 2001; Gao et al., 2003);

- 'ibridazione su membrana (slot/dot blot) di tali sequenze specie-specifi-
che con oligonucleotidi complementari marcati con radionuclidi o altri sistemi
non radioattivi (Buntjer et al., 1995; Jobse et al., 1995; Janssen et al., 1998,;
Buntjer ez al., 1999).

Le proprieta del DNA mitocondriale conferiscono ottime caratteristiche
per un suo impiego come target nell'identificazione di specie quali i mammife-
ri, gli uccelli ed i pesci. Infatti, il DNA mitocondriale oltre ad avere un’eccel-
lente resistenza al trattamento termico ed essere presente in molteplici copie
all'interno di una cellula, & un target ideale per gli studi di filogenesi, in quanto
ha una velocita di evoluzione molto pit1 elevata del DNA nucleare, permette
di avere una diversita nelle sequenze maggiore, facilitando I'identificazione di
specie (Kocher ez al., 1989).

1l DNA mitocondriale (mtDNA) & stato studiato (Irwin ef al., 1991) per
individuare le relazioni filogenetiche e I’evoluzione molecolare tra gli indivi-
dui, popolazioni e specie. L’impiego di primers universali (Kocher ez al., 1989;
Barlett, Davidson, 1992), cio¢ in grado di ibridare regioni conservate nei ver-
tebrati, appartenenti al gene mitocondriale del citocromo b, ha reso possibile
amplificare una regione (359 bp), il cui sequenziamento ha messo in eviden-
za una variabilita genetica inter- e intraspecifica, nei mammiferi, negli uccelli
e nei pesci. L’identificazione della variabilita specie-specifica all'interno del
frammento amplificato mediante sequenziamento diretto o digestione con en-
donucleasi (PCR-RFLP) ha reso possibile differenziare non solo specie molto
differenti, come mammiferi, uccelli e pesci, ma anche specie filogeneticamente
piti correlate, come suino e cinghiale, bovino e bufalo, cavallo ed asino (Meyer
et al.., 1995; Rehbein ez al., 1997; Quinterno et al., 1998; Wolf et al., 1999;
Asensio et al., 2000; Russell ez al., 2000; Bellagamba et al., 2001; Sebastio ef
al., 2001; Rehbein e al., 2002). Sequenze di DNA specie-specifiche sono state
individuate ed utilizzate nel riconoscimento di specie sempre in sequenze di
DNA genomico appartenenti a geni codificanti per le unita ribosomiali 12S e
5S (Carrera et al., 2000; Bellagamba et al., 2003).

Sebbene le tecniche basate sulla PCR tradizionale abbiano prodotto ri-
sultati incoraggianti anche nel riconoscimento di una certa specie in matrici
alimentari complesse, tuttavia non producevano un risultato quantitativo, ri-
chiesto in molte situazioni La reazione di PCR, infatti, non ha un andamento
costantemente esponenziale e la quantita di prodotto di PCR che si ottiene
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dopo 30-40 cicli non & proporzionale al numero di copie di DNA presenti
(DNA templato) nel campione analizzato.

T geni presenti in singola copia sono stati studiati per la messa a punto di
sistemi di PCR quantitativa (RealTzme-PCR). La RT-PCR consente di moni-
torare ciclo dopo ciclo la produzione degli ampliconi attraverso un sistema di
marcatura dello stesso amplicone che invia un segnale a un detector che in que-
sto modo registra I’avvenuta reazione, cio¢ la formazione di una nuova “copia”
di DNA target. La PCR quantitativa sfrutta cosi la fase iniziale della reazione,
cio¢ quella esponenziale, quando vi ¢ una relazione lineare tra il DNA templa-
to e una copia del frammento amplificato.

La sensibilita della PCR quantitativa rispetto ad una normale PCR & molto
pit elevata e per questo tale metodica ha avuto particolare successo nella ricer-
ca di OGM ed anche nella caratterizzazione delle farine proteiche, o comun-
que nel risolvere problemi di rintracciabilita di elementi presenti in quantita
relativa bassa (Lahiff ez 4/., 2002; Brodman ez a/., 2003; Mendoza-Romero e¢
al., 2004; Krémaft, Rencova, 2005). L’elevata sensibilita di questa metodica
di PCR ¢ legata al fatto che in questo caso diventa possibili scegliere come
frammenti target sequenze di DNA molto corte anche inferiori alle 100 paia

di basi.

3 - ’INDIVIDUAZIONE DEL METODO DI PRODUZIONE

La determinazione del metodo di produzione di un alimento di origine
animale, ove per metodo di produzione s’intendono tutti gli aspetti legati alle
tecnologie di allevamento ed alla gestione (7zanagement) aziendale, comporta,
anche e soprattutto dal punto di vista analitico, la valutazione di una serie di
problematiche piuttosto complesse. In generale, ¢ la dieta degli animali, cioé
la tipologia dell’alimento somministrato, quella che pit influenza le caratte-
ristiche del prodotto, ed & quindi li che si restringe il campo d’indagine. Nel
comparto lattiero-caseario per esempio sono ben note le differenze in termini
composizionali, soprattutto nei grassi, tra latte prodotto da vacche al pascolo,
rispetto a quello di vacche alimentate con mangime concentrato. La compo-
nente lipidica nel latte dei ruminanti & fortemente influenzata dai processi me-
tabolici che avvengono nel rumine, ove I'attivita di idrogenazione dei doppi
legami operata dalla microflora batterica comporta la comparsa di acidi grassi
trans, primo fra tutti 'acido vaccenico (18:1 n-7¢rans), e gli isomeri dell’acido
linoleico (CLA). Questi acidi grassi sono quasi esclusivi dei ruminanti (se si
escludono i processi di idrogenazione degli oli vegetali per la produzione delle
margarine) e sono degli ottimi marcatori dei “processi di produzione”.

Nel settore ittico ¢ molto attuale il problema del riconoscimento dei pesci
pescati rispetto a quelli allevati (Aursand et a/., 2000). Anche in questo caso il
mangime artificiale, con i suoi contenuti in farine ed oli di pesce e farine ed oli
vegetali, ci guida nello studio e nell’individuazione della differenze. In genera-
le, i pesci allevati sono tendenzialmente pit grassi dei pesci pescati, della stessa
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specie ovviamente, e negli allevati i lipidi contengono un maggior contenuto
in acido linoleico (18:2 n-6), tipico degli oli di cereali e scarsamente presente
nelle catene trofiche acquatiche, specialmente in quelle marine (Serot et al.,
1998; Torstensen et al., 2001; Turchini et al., 2003).

4 - LEGAMI CON IL TERRITORIO ED ORIGINE GEOGRAFICA

Sicuramente la sfida piti complessa ¢ quella connessa con la determinazione
analitica dell’origine geografica di un alimento, che include anche la capacita
di potere rispondere alle domande sull’origine degli ingredienti e delle materie
prime con cui & fatto. E questa il problema che pitl frequentemente viene po-
sto all’attenzione del nostro laboratorio dagli operatori dei Posti di Ispezione
Frontaliera, qualora si tratti di verificare il rispetto delle norme nei commerci
internazionali di alimenti. In questi casi le tecniche analitiche che pit si sono
rivelate promettenti sono quelle che utilizzano la spettrometria di massa iso-
topica, che misura i rapporti isotopici degli elementi che compongono i nostri
alimenti (Rossman, 2001). L’attenzione ¢ rivolta soprattutto ai rapporti isoto-
pici degli elementi leggeri coinvolti nei processi biosintetici, quali il carbonio,
I'idrogeno, I'azoto, I'ossigeno. Il rapporto isotopico del carbonio (*C/*2C) in
un animale dipende prevalentemente dalla tipologia di alimento assunta: per
esempio nei ruminanti una dieta costituita da erba e fieno, ossia substrati di
piante a ciclo fotosintetico C3, tende a fare diminuire il contenuto in *C nei
tessuti. Maggiore ¢ 'apporto alla dieta di piante a ciclo fotosintetico C4, come
il mais, pit il 9©C nei tessuti animali aumenta. Formaggi o carni relativi ad una
situazione di pascolo e quindi ad una dieta meno integrata dai mangimi, sono
caratterizzati da valori di 0PC inferiori rispetto a quelli prodotti intensivamen-
te (Schmidt ez al., 2005).

Tl tenore in "N/™N puo essere correlato alle condizioni pedologiche e geo-
climatiche - caratteristiche del suolo, altitudine, umidita - del luogo di pro-
venienza degli alimenti destinati agli animali e alle pratiche di fertilizzazione
adottate. E stato sperimentato che un aumento dei processi di nitrificazione
del suolo comporta un abbassamento del contenuto in 15N. L’adozione inol-
tre di pratiche estensive di fertilizzazione nel terreno di provenienza del forag-
gio (tipico dei prati di montagna) e la presenza nella dieta di piante leguminose
(pit diffuse in ambienti montani) che utilizzano come fonte di azoto oltre ai
nitrati del terreno anche I'azoto dell’aria isotopicamente piti povero, forni-
scono un ulteriore elemento caratterizzante in quanto tendono ad abbassare
il tenore in 15N nei prodotti. Cid ¢ stato verificato in particolare nei prodotti
lattiero-caseari.

Nelle catene trofiche acquatiche il 9°N & molto significativo per valutare
il livello trofico di un organismo acquatico. Pesci predatori che sono ai vertici
della catena alimentare hanno un contenuto maggiore di d°N rispetto alle loro
prede, ed ancora maggiore rispetto a zooplancton o fitoplancton. Si & stimato
che per ogni passaggio nella catena trofica ci sia un arricchimento di 0”N di
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circa il 3-5 %o (Doucett ez al., 1996).

Anche il rapporto isotopico dell’ossigeno (*O/*O) nell’acqua contenuta
in un alimento memorizza le caratteristiche isotopiche dell’acqua assunta dal-
I’animale, le quali sono influenzate da fattori geografici quali altitudine, latitu-
dine e distanza dal mare.

5 - CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Questa breve rassegna ha avuto lo scopo di dare alcune indicazioni sulle
motivazioni e sulle tecniche disponibili per la valutazione delle caratteristiche
qualitative e di autenticita dei prodotti di origine animale. Siamo convinti che
qualificare le produzioni animali sara il solo modo con cui il sistema zootecni-
co italiano, ma anche quello europeo dei 25, potra competere nei mercati glo-
balizzati, per la tipologia del nostro sistema di prodotti ed essendo tradizione
radicata nel nostro paese anche nei consumatori quella del “prodotto tipico”.
Per altro verso sara in ogni caso impossibile competere sui costi di produzione
e quindi sui conseguenti prezzi al consumo con aree economiche concorrenti,
senza bisogno di andare sino in Cina.
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